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Resumo 
 
Método rápido, sensível e específico foi desenvolvido para quantificar ciprofibrato 
no plasma humano, utilizando bezafibrato como padrão interno (SI). O analito e o 
padrão interno foram extraídos do plasma, por extração líquido-líquido, usando um 
solvente orgânico (éter etílico/diclorometano 70/30 (v/v)). Os extratos foram 
analisados por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria 
de massa (HPLC-MS/MS), do tipo eletrospray. A cromatografia foi realizada com 
coluna Gênesis C18 4μm analítica (4,6 x 150mm id) em fase móvel composta de 
acetonitrila/água (70/30, v/v) e 1 mM de ácido acético. O método teve um tempo 
de corrida cromatográfica de 2,7min e curva de calibração linear no intervalo de 
0,1 - 60 µg/mL (R2> 0,99). O limite de quantificação foi de 0,1µg/mL. Os valores de 
acurácia e precisão intra-corrida e inter-corrida foram inferiores a 13,5%. Os testes 
de estabilidade não indicaram degradação significativa. A recuperação do 
ciprofibrato foi de 81,2%, 73,3% e 76,2% para as concentrações de 0,3, 5,0 e 48,0 
µg/mL, respectivamente. Para o ciprofibrato, os parâmetros otimizados da energia 
declustering, energia de colisão e energia de saída foram -51 (V), -16 (eV) e -5 
(V), respectivamente. O método também foi validado sem o uso do padrão interno. 
Este procedimento HPLC-MS/MS foi usado para avaliar a bioequivalência de duas 
formulações de comprimidos ciprofibrato 100mg, em voluntários sadios de ambos 
Resumo xvi 
os sexos. Os seguintes parâmetros farmacocinéticos foram obtidos das curvas de 
concentração plasmática de cipofibrato versus tempo: ASCULTIMO, ASC0-168h, CMAX 
e TMAX. A média geométrica com intervalo de confiança correspondente a 90% (CI) 
para a razão de Teste / Referência foram: 93,80% (IC 90%= 88,16 – 99,79%) para 
CMAX, 98,31% (90% CI = 94,91-101,83%) para ASCULTIMO e 97,67% (90% CI = 
94,45-101,01%) para ASC0-168h. Uma vez que o intervalo de confiança de 90% 
para a razão geométrica de CMAX , ASCÚLTIMO e ASC 0 -168h estavam dentro do 
intervalo de 80% -125% proposto pelo FDA dos EUA, concluiu-se que ciprofibrato 
(Lipless® 100mg comprimido) formulação fabricado pela Biolab Sanus 
Farmacêutica Ltda. é bioequivalente à formulação Oroxadin® (100mg comprimido) 
para a velocidade e a extensão da absorção. 
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Abstract 
A rapid, sensitive and specific method for quantifying ciprofibrate in human plasma, 
using bezafibrate as the internal standard (IS) is described. The analyte and the IS 
were extracted from plasma, by liquid-liquid extraction using an organic solvent 
(diethyl ether / dichloromethane 70/30 (v/v)). The extracts were analyzed by high 
performance liquid chromatography coupled with electrospray tandem mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS). Chromatography was performed using Genesis C18 
4µm analytical column (4.6mm x 150mm i.d.) and a mobile phase consisting of 
acetonitrile/water (70/30, v/v) and 1mM acetic acid. The method had a 
chromatographic run time of 2.7 min and a linear calibration curve over the range 
0.1-60 µg/ml (R2>0.99). The limit of quantification was 0.1µg/ml. The intra and 
interday accuracy and precision values of the assay were less than 13.5%. The 
stability tests indicated no significant degradation. The recovery of ciprofibrate was 
81.2%, 73.3% and 76.2% for the 0.3, 5.0 and 48.0µg/mL standard concentrations, 
respectively. For ciprofibrate, the optimized parameters of the declustering 
potential, collision energy and collision exit potential were -51 (V), -16 (eV) and -5 
(V), respectively. The method was also validated without the use of the internal 
standard. This HPLC-MS/MS procedure was used to assess the bioequivalence of 
two ciprofibrate 100mg tablet formulations, in healthy volunteers of both sexes. The 
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following pharmacokinetic parameters were obtained from the ciprofibrate plasma 
concentration vs. time curves: AUCLAST, AUC0-168h, CMAX and TMAX. The geometric 
mean with corresponding 90% confidence interval (CI) for Test/Reference percent 
ratios were 93.80% (90% CI= 88.16 - 99.79%) for CMAX, 98.31% (90% CI= 94.91 - 
101.83%) for AUCLAST and 97.67% (90% CI= 94.45 - 101.01%) for AUC0-168h. Since 
the 90% CI for AUCLAST, AUC0-168h and CMAX ratios were within the 80–125% 
interval proposed by the US FDA, it was concluded that ciprofibrate (Lipless® 100 
mg tablet) formulation manufactured by Biolab Sanus Farmacêutica Ltda. is 
bioequivalent to the Oroxadin® (100mg tablet) formulation for both the rate and the 
extent of absorption. 
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1.Introdução 
O ciprofibrato é um agente hipolipemiante, derivado fenoxi-isobutirato, é 
caracterizado por sua cadeia lateral de diclorociclopropil, que confere à droga uma 
meia-vida maior1. Tem uma fórmula molecular C13H14Cl2O3 e peso molecular de 
289.2 u.m.a2. 
 
 
Figura 1. Estrutura molecular do ciprofibrato
2
. 
As principais ações são: promover menor fluxo de ácidos graxos livres para 
o fígado, menor síntese hepática de VLDL, estimular a atividade da lipase 
lipoprotéica (LDL) e aumentar a excreção biliar de colesterol hepático. Portanto, é 
um complemento eficaz da dieta no controle de concentrações elevadas do 
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colesterol, frações LDL e VLDL, e dos triglicerídeos; age reduzindo as 
lipoproteínas endógenas VLDL e LDL e mantem elevado o HDL3,4. 
Os fibratos reduzem os níveis plasmáticos de triglicerídeos em 30%-50% e, 
normalmente, aumentam os níveis de HDL-C em 5%-15%5, em média 10%6, 
dependendo do fenótipo lipídico e da concentração basal.  
Podem também reduzir o LDL-C em até 15%-20%, embora o efeito também 
seja variável, dependendo do fenótipo lipídico e da concentração basal7,8. 
O ciprofibrato é rapidamente absorvido pelo trato gastrintestinal. O 
metabolismo do ciprofibrato envolve dois tipos de reações: as reações de fase I 
(catabólicas) e as de fase II (anabólicas). Nas reações de fase I, o citocromo P450 
combina-se com a molécula do ciprofibrato, sofre redução, oxidação, hidroxilação  
resultando num fármaco oxidado e regeneração da enzima P450. Este processo é 
conhecido como funcionalização, ou seja, introduz-se na molécula do ciprofibrato 
um grupo reativo, que serve de ponte de ataque para a conjugação. As reações de 
fase II são anabólicas, envolvem a conjugação deste grupo reativo introduzido na 
fase I com o glicuronídeo, é o processo de glicuronização, que ocorre no fígado. 
Consequentemente, há a formação de um conjugado glicurônico polar, que é 
excretado facilmente pelos rins 9. 
Possui alta ligação protéica10. É excretado na urina inalterado ou como 
conjugado glicurônico. A depuração plasmática está entre 1,35ml/h/kg e 
1,55ml/h/kg. No período de dez dias, entre 80,22 ± 2,9% da dose administrada, 
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por via oral, é recuperada na urina11. A meia-vida de eliminação é de 
aproximadamente 80 horas11,12. 
1.1.Indicações 
Ciprofibrato é indicado para o tratamento da hiperlipidemia primária 
resistente às medidas dietéticas apropriadas, incluindo hipertrigliceridemia, 
hipercolesterolemia e hiperlipidemia combinada tipos IIb, III, IV e V da 
classificação de Frederickson1,13-21. Nestes fenótipos, há o aumento de VLDL 
isolado ou associado ao aumento de outra lipoproteína, e em todos os fenótipos 
há o aumento de colesterol e de triglicerídeos. 
Tabela 1: Classificação de Frederickson 
Tipo Lipoproteína Elevada Colesterol Triglicerídeos Risco de 
Aterosclerose 
Tratamento Medicamentoso 
I Quilomicrons + +++ SE Não Existe 
IIa LDL ++ SE Alto Estalina com ou sem ezetimiba 
IIb LDL + VLDL ++ ++ Alto Fibratos, estatina, ácido nicotínico 
III βVDLDL ++ ++ Moderado  Fibratos 
IV VLDL + ++ Moderado Fibratos 
V Quilomicrons +VLDL + ++ SE Combinações de fibratos, niacina, 
óleo de peixe e estatina 
+ Concentração aumentada; LDL: Lipoproteína de baixa densidade; SE: sem elevação; VLDL:Lipoproteína de 
densidade muito baixa;  βVDLDL: uma forma qualitativamente anormal de VDLDL identificada por seu padrão 
eletroforético 
 Introdução 22 
1.2. Contraindicações 
Ciprofibrato é contraindicado em casos de insuficiência hepática ou renal 
graves1,13-22, na síndrome nefrótica, em todos os tipos de hipoalbuminemia, na 
gravidez, na lactação, em pacientes com hipersensibilidade ao ciprofibrato e em 
crianças1. 
As contraindicações correlacionadas com a função hepática, renal e a 
hipoalbuminemia são a fim de evitar o aumento da fração fisiologicamente ativa do 
fármaco, que pode conduzir a toxicidade no músculo 1. 
Não há casos de teratogenicidade relatados. Fibratos são excretados no 
leite materno e, portanto, devem ser evitados na amamentação. Por precaução, 
não devem ser prescritos para crianças1. 
Deve-se ter parcimônia no uso de ciprofibrato em pacientes com doença na 
vesícula ou com colelitíase1,11,12. Esta associação com colecistopatia é mais 
evidenciada em pacientes com uso de clofibrato23. 
Em idosos, a administração de ciprofibrato deve ser cautelosa, uma vez que 
as funções renais e hepáticas podem estar alteradas11,12. 
1.3. Interações Medicamentosas 
Interações medicamentosas clinicamente importantes ocorrem devido à 
competição por sítios de ligação na albumina (varfarina e hipoglicemiantes orais) 
ou competição para CYP3A4 (inibidores da HMG-CoA redutase e ciclosporina)24. 
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Devido à alta ligação às proteínas plasmáticas, o ciprofibrato pode deslocar 
outras substâncias de suas ligações protéicas. Em consequência, aumentam as 
concentrações da fração livre destas substâncias25. 
Pode ocorrer a potencialização do efeito da varfarina, com prolongamento 
do tempo de protrombina e risco de sangramento. Portanto, um eventual 
tratamento concomitante com anticoagulantes orais deve ser feito com posologia 
reduzida e com monitorização cuidadosa do tempo de protrombina24, 26-27. 
Apesar de não existirem dados disponíveis sobre a ocorrência de 
problemas clínicos significativos, existe um potencial de interação com 
hipoglicemiantes orais. A frequente coexistência de diabetes mellitus, não insulino 
dependente, com aumento de VLDL, num mesmo paciente, faz esta interação 
potencialmente comum24.  
Quando administrado com inibidores da HMG-CoA redutase (lovastatina, 
sinvastatina, pravastatina e fluvastatina) ou com outros fibratos, o risco de 
rabdomiólise, mioglobinúria e miopatia podem estar aumentados. O exato 
mecanismo subjacente a esta interação medicamentosa e a miotoxicidade 
subsequente é desconhecido24.  
Em pacientes com mialgia e fraqueza muscular, deve-se realizar a 
dosagem de CPK; o medicamento deverá ser suspenso em casos de miopatia e 
de níveis elevados de creatinofosfoquinase 11. 
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 Os estrogênios podem provocar hiperlipidemia, sendo que tal fato sugere 
uma interação farmacodinâmica com o ciprofibrato, porém ainda não há 
confirmação clínica 11. 
1.4. Reações Adversas 
Em geral, o ciprofibrato é bem tolerado1,28. 
Os efeitos colaterais mais comuns são dermatológicos e musculares. 
Podem ocorrer reações cutâneas, principalmente alérgicas, como: rash cutâneo, 
prurido, urticária e reações musculares como: mialgia e miopatia3. 
Há relatos de ocorrência ocasional de migrânea, vertigem, sintomas 
gastrintestinais (náuseas, vômito, dispepsia, sialosquese, diarréia, dor abdominal) 
e anormalidades nos testes de função hepática. Tais sintomas são usualmente 
leves ou moderados, ocorrem no início da terapia e tornam-se menos frequentes 
com a continuação da terapêutica1,29.  
Dentre as manifestações adversas raras temos a fotossensibilidade, a 
sonolência, a pneumonite11, a fibrose pulmonar11, a fadiga11, a miosite e a 
rabdomiólise29. 
A miosite apesar de rara, pode ser grave se associada a mioglobinúria, 
rabdomiólise e a insuficiência renal. Na maioria dos casos a toxicidade muscular é 
reversível, entre dez dias a três meses, com a suspensão do tratamento30,31. Os 
pacientes devem ser instruídos a avisar prontamente o seu médico; os níveis 
séricos de creatinoquinase (CPK) devem ser imediatamente verificados e a 
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suspensão do tratamento deverá ser realizada caso esteja elevada a CPK com 
sintomas de mialgia. A insuficiência renal crônica é um fator de risco para a 
rabdomiólise32. 
Foi relatada uma baixa ocorrência de impotência, sem perda da libido e de 
alopécia, para medicamentos da mesma classe, que regridem com a suspensão 
da droga1,29. 
Não existem dados disponíveis que permitam avaliar os efeitos colaterais 
associados ao uso prolongado do medicamento, mais especificamente quanto ao 
risco de litíase biliar. O ciprofibrato parece ter pouco efeito sobre o índice 
litogênico biliar33. 
A hiperuricemia foi observada em pacientes com hiperlipidemia do tipo II ou 
IV, porém sua relação com o uso de ciprofibrato ainda não foi estabelecida11. 
1.5. Posologia 
 Adultos: a posologia recomendada é de um comprimido de ciprofibrato 
(100mg) ao dia11.  
 Idosos: a mesma posologia para adultos, mas observando cuidadosamente 
as precauções e advertências11.  
 Crianças: O uso do ciprofibrato não é recomendado, pois não estão ainda 
estabelecidas a eficácia e tolerabilidade nessa faixa etária11.  
 Insuficiência renal: Em pacientes com insuficiência renal moderada, 
metade da dose poderá ser adequada, pela administração de um 
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comprimido (100mg) em dias alternados. Os pacientes devem ser 
cuidadosamente monitorados. O uso de ciprofibrato deve ser proscrito em 
casos de insuficiência renal grave 11.  
1.6. Parâmetros Farmacocinéticos 
Com relação aos parâmetros farmacocinéticos, após a administração 
crônica de 100mg/dia de ciprofibrato, a concentração plasmática máxima é 
alcançada em cerca de uma hora em pacientes em jejum, ou com um retardo de 
duas a três horas em pacientes alimentados. A concentração plasmática máxima é 
de 66µg/mL a 88µg/mL34.  
O tempo de meia vida terminal é de aproximadamente 80 a 100 horas. A 
eliminação renal pode ser significativamente mais lenta em pacientes com 
insuficiência renal grave. Nestes, há um aumento significativo no tempo de meia 
vida (clearance de creatinina CL CR de 22ml/min/1,73m
2 ). Entretanto, não há 
alteração no tempo de meia vida terminal em pacientes com insuficiência renal 
moderada (clearance de creatinina CL CR de 49 ml/min/1,73m
2)22,35. 
 
Figura 2. Perfil farmacocinético do ciprofibrato após a administração de 100 mg/dia e de 
200 mg/dia de ciprofibrato
34.  
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A concentração máxima do ciprofibrato é em torno de 70µg/ml, e o tempo 
de concentração máxima (Tmax) ocorre em torno de duas horas após a 
administração crônica de 100mg/dia de ciprofibrato34, conforme pode ser 
observado no perfil farmacocinético acima.  
Após a administração crônica de 200mg/dia de ciprofibrato, a concentração 
máxima é em torno de 130µg/ml, e o Tmax permanece o mesmo (duas horas)34, 
demonstrando que o perfil farmacocinético do ciprofibrato é linear, ou seja, a 
medida que a dose aumenta, aumenta a concentração máxima. 
1.7. Metabolismo dos Lipídeos 
O colesterol e os triglicerídeos são transportados no plasma pelas 
lipoproteínas, que possuem quatro classes: os quilomícrons, a lipoproteína de 
muito baixa densidade (VLDL), a lipoproteína de baixa densidade (LDL) e a 
lipoproteína de alta densidade (HDL)23. 
Quilomícrons e VLDL transportam colesterol e triglicerídeos aos tecidos 
periféricos, onde o triglicerídeo é degradado pela lípase lipoproteica em ácidos 
graxos livres e glicerol; estes são captados nos tecidos periféricos (muscular e 
adiposo)23. 
O colesterol remanescente da VLDL é transportado pela LDL; parte 
deste colesterol é captado pelo tecido periférico (muscular e adiposo) e parte é 
captado pelo fígado, através dos receptores específicos de LDL. Os fibratos 
aumentam a ação da lípase lipoproteica e a captação hepática de LDL23. 
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Figura 3. Diagrama esquemático do transporte de colesterol no organismo
23 
1.8. Mecanismo de Ação 
Até anos atrás, o mecanismo de ação do ciprofibrato ainda não estava 
amplamente esclarecido. Na última década, estudos moleculares revelaram que 
os fibratos ativam um grupo de receptores nucleares conhecidos como PPAR- α 
 Introdução 29 
(receptor proliferator ativador do peroxissoma / peroxisome proliferador activated 
receptors) 36.  
Esta ativação resulta em acentuada redução do VLDL circulante36 e, por 
isso, de triglicerídeos, com redução discreta (aproximadamente 10%) do LDL e 
aumento discreto (aproximadamente de 10%) do HDL3,36-38. 
O mecanismo que o ciprofibrato ativa o PPRA-α foi proposto, por Martinsen 
e colaboradores em 2005, em um estudo realizado em ratos. Há um sinergismo 
entre o ciprofibrato e a célula G, localizada no antro gástrico, com a ativação do 
receptor PPAR alpha. Esta ativação vai aumentar a transcrição gênica para lipase 
de lipoproteínas e aumentar a captação hepática de LDL36. 
1.9. Método para Quantificação 
Conforme a literatura, a quantificação de ciprofibrato data de 1992. As 
quantificações foram realizadas em plasma34,39, soluções40 e xarope41; todas 
determinadas por cromatografia líquida de alta performance.  
No entanto, não havia método de quantificação de ciprofibrato em matriz 
biológica por cromatografia líquida de alta performance acoplada à espectrometria 
de massa. 
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2. Objetivos 
2.1. Desenvolver metodologia analítica para quantificação de ciprofibrato em 
plasma por cromatografia líquida de alta performance, acoplada a 
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM); 
2.2. Demonstrar a técnica de cromatografia líquida de alta performance 
acoplada à espectrometria de massa (CLAE-EM/EM), com e sem o 
uso de padrão interno; 
2.3. Estabelecer o perfil farmacocinético (Cmax, ASC, Tmax,) do ciprofibrato 
após a administração de dose única 100mg, em voluntários sadios 
de ambos os sexos; 
2.4. Estabelecer se há bioequivalência entre duas formulações de ciprofibrato 
de 100mg comprimido (Lipless - Biolab Sanus Farmacêutica Ltda x 
Oroxadin - Sanofi-Aventis). 
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3. Publicação 
3.1. Artigo 
Ciprofibrate quantification in human plasma by high-performance liquid 
chromatography coupled with electrospray tandem mass spectrometry for 
pharmacokinetic studies 
J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2011; 15; 
879(24):2361-8. 
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4. Discussão  
A curva de calibração foi linear ao longo de um intervalo de 0,1µg/mL - 
60µg/mL. Nosso método de extração utilizado foi à extração líquido-líquido. A 
recuperação do ciprofibrato foi de 81,2%, 73,3% e 76,2% para as concentrações 
padrões de ciprofibrato de 0,3µg/mL, 5,0µg/mL e 48,0µg/mL, respectivamente. A 
recuperação de padrão interno (bezafibrato) foi de 94% para a concentração 
padrão de 5,0µg/mL.  
O limite de quantificação inferior, que é a menor concentração do 
ciprofibrato que o método foi capaz de quantificar com precisão e exatidão 
aceitáveis (<20%), foi de 0,1µg/mL. 
A precisão e acurácia intra e intercorrida analítica, com e sem padrão 
interno, não variaram mais do que 15%, demonstrando que o método validado 
para a quantificação das amostras tem confiabilidade e reprodutibilidade, 
independente do uso ou não de padrão interno. 
Os testes de estabilidade não indicaram degradação. Após todos os testes, 
estabilidade de curta e longa duração, estabilidade de congelamento e 
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descongelamento e estabilidade na condição de análise, as amostras não 
apresentaram degradação maior que 15% (exceção ao LIQ 20%). 
Este é o primeiro método de HPLC MS/MS para quantificação de 
ciprofibrato. Ciprofibrato foi quantificado por HPLC, sem espectrometria de massa, 
em plasma (LLOQ 0.25 µg/mL, RT 4,9 min e tempo de corrida de 17 min)34,39 e em 
xarope (LLOQ 0,049µg/mL, RT 4,9 min e tempo de corrida de 16 min)40,41.  
Com relação à metodologia analítica empregada, nosso método, quando 
comparado com a literatura, demonstrou maior especificidade/sensibilidade (LLOQ 
de 0,1µg/mL) e maior rapidez na análise das amostras (RT 2,7 min e tempo de 
corrida de 4 min). 
Nosso estudo comparado a um método realizado na mesma matriz 
biológica (plasma), quantificado por HPLC, sem espectrometira de massa, 
apresentou uma sensibilidade superior e um tempo de corrida quatro vezes menor 
do que o da literatura, implicando ser quatro vezes mais rápido na análise das 
amostras. 
Existe outro método de quantificação do ciprofibrato por HPLC, sem 
espectrometria de massa, com limite inferior menor que o nosso. No entanto, para 
o nosso estudo, este método não é relevante, porque foi realizado em xarope e 
não em plasma humano.  
Em geral, o ciprofibrato foi bem tolerado. Um total de quatro eventos 
adversos foi relatado durante o estudo, três voluntários apresentaram cefaléia, 
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provavelmente correlacionada com a administração do ciprofibrato, e uma 
voluntária apresentou nível baixo de hemoglobina (Hb de 10,8g/dl), provavelmente 
devido ao período menstrual concomitante. Nos parâmetros bioquímicos não 
houve alteração clinicamente relevante. 
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5. Conclusões  
5.1. O método desenvolvido por CLAE-MS/MS é simples, específico, seletivo 
e rápido para a quantificação de ciprofibrato em plasma humano, e pode 
ser usado para estudos de farmacocinética e de bioequivalência do 
ciprofibrato. 
5.2. A metodologia para quantificação do ciprofibrato sem padrão interno 
validou da mesma forma do que com padrão interno, e de acordo com 
os critérios estabelecidos pela Anvisa e FDA.  
5.3. Não houve diferença estatística entre os sexos. A análise estatística, por 
sexo, permite aferir que futuros estudos de bioequivalência, para 
ciprofibrato, possam ser realizados com número de voluntários menor 
do que 28, o estabelecido no nosso estudo. Nossa sugestão, é que o 
número de voluntários seja de 14, uma vez que, a ANVISA estabelece 
um mínino de 12 voluntários para estudo de bioequivalência. 
5.4. Com relação a intercambialidade das formulações testadas pode-se 
concluir que a formulação Lipless, 100mg comprimido, elaborada por 
Biolab Sanus Farmacêutica Ltda é bioequivalente a formulação 
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Oroxadin, 100mg comprimido, do laboratório Sanofi-Aventis, para a 
velocidade e extensão de absorção. 
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7. Anexos 
7.1. Anexo 1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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7.2. Anexo 2 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Estudo de Biodisponibilidade Comparativa de uma Formulação de Teste (Lipless [Ciprofibrato] - 
comprimido - 100 mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda.) versus uma Formulação de Referência 
(Oroxadin [Ciprofibrato] - comprimido - 100 mg; Sanofi-Aventis) em Voluntários Sadios de ambos 
os sexos. 
Protocolo número 003/09 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. 
Sua participação é importante, porém, você não deve participar contra a sua 
vontade. Leia atentamente as informações abaixo e faça qualquer pergunta 
que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam 
esclarecidos. 
Responsável: Prof. Dr. Gilberto De Nucci 
O abaixo-assinado, anos, RG nº declara que é de livre e espontânea 
vontade que está participando como voluntário do projeto de pesquisa 
supracitado, de responsabilidade do médico/pesquisador Prof. Dr. Gilberto De 
Nucci (Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda). O abaixo-assinado está 
ciente que: 
 
NATUREZA E PROPÓSITO DO ESTUDO 
 
O objetivo da pesquisa é verificar se a formulação teste (Lipless 
[Ciprofibrato] - comprimido - 100mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda.) atinge 
níveis no sangue, equivalentes a formulação referência (Oroxadin 
[Ciprofibrato] - comprimido - 100mg; Sanofi-Aventis). Você receberá as duas 
medicações, cada uma em uma ocasião diferente. A ordem que você tomará 
cada medicação obedecerá a um sorteio. 
O ciprofibrato é um medicamento (remédio) indicado para o tratamento 
da hiperlipidemia (excesso de gordura no sangue). 
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PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES 
Antes de sua participação no estudo e após a sua participação você 
será convidado a ir até a Unidade Ambulatorial para avaliar a sua condição de 
saúde. Você será examinado por um médico que lhe fará um exame 
completo, medindo o seu pulso, sua temperatura, sua pressão arterial. 
Também será feito um exame do coração (eletrocardiograma). O médico lhe 
perguntará se você teve ou tem alguma doença e se você faz uso de algum 
medicamento. Após a consulta médica o voluntário será encaminhado para 
coleta de exames laboratoriais em laboratório conveniado. Os exames 
laboratoriais incluem exame de sangue completo como hemograma completo; 
bioquímica sangüínea (glicose no sangue, proteínas totais, transaminases 
oxalacética e pirúvica, gamaglutamil transferase, creatinina, uréia, ácido úrico, 
colesterol e triglicerídeos), b-HCG para mulheres e exame sumário de urina 
(Urina I). Exames para a hepatite B e C e para AIDS (HIV 1 e HIV2), no 
sangue, e exame de fezes (protoparasitológico), serão feitos somente no pré--
estudo.  
O teste de gravidez será repetido dentro de dois dias antes da 
administração da medicação. 
Durante o estudo, você será internado duas vezes por 
aproximadamente 36 horas cada período, na Unidade Clínica (Associação 
Assistencial dos Direitos Humanos e Sociais do Estado de São Paulo - 
ADHESP [Campinas]), com intervalo mínimo de 30 dias. Em cada internação, 
a) será administrado 100mg de Ciprofibrato, acompanhado de 200mL de água 
mineral sem gás; b) serão coletadas 24 amostras de sangue de 7mL cada, 
através de agulha introduzida em veia superficial para a dosagem do 
medicamento e mais uma amostra de 40mL antes da administração da 
medicação (somente na primeira internação) para o controle do método. c) 
em intervalos regulares, será verificada sua pressão, pulso e temperatura; d) 
serão também servidas refeições padronizadas (jantar, ceia, na noite da 
internação [se não interferir com o jejum]; desesjum, almoço, lanche da tarde, 
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jantar e ceia no dia de administração do medicamento; desesjum, almoço, 
lanche e jantar no dia de alta) ou bebidas em horários preestabelecidos. Após 
a coleta de 24 horas da medicação você receberá alta da Unidade Clínica. 
Um total aproximado de 394mL de sangue será colhido durante todo o 
estudo.  
Você deverá retornar à Unidade Ambulatorial para as demais coletas 
(72h, 120h e 168h após a administração). 
A duração total de sua participação na pesquisa está estimada em 60 
dias, a contar da primeira internação, após o processo de seleção. 
 
RESPONSABILIDADES 
É condição indispensável, para participação no ensaio clínico, que 
esteja em boa saúde e, portanto, não esteja no momento sob tratamento 
médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou medicações e que tampouco 
tenha participado de outro estudo clínico com medicamentos nos últimos seis 
meses. Algumas regras deverão ser seguidas para sua participação no 
estudo: a) não pode ser dependente de drogas ou álcool e caso o 
Pesquisador tenha alguma suspeita, poderá solicitar exame de urina para 
detecção do uso de drogas; b) não pode ter doado (ou retirado/perdido por 
qualquer motivo) sangue ou plasma dentro dos três meses que antecedem o 
estudo ou ter efetuado três doações (mulheres) / quatro doações (homens) no 
período de um ano antes do estudo; c) não pode ter dado a luz ou efetuado 
aborto no período de 12 semanas antes do estudo (mulheres); d) não pode 
tomar bebidas contendo cafeína e xantinas (café, chá, coca-cola, etc) nas 12 
horas que antecedem as internações até a última coleta. 
É ainda de sua responsabilidade em relação a sua participação no 
ensaio clínico: a) comparecer às internações na data e horários informados; 
b) permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos oito horas) em cada 
internação; c) tomar toda a medicação prevista; d) Ingerir toda a alimentação 
e líquidos que tenham sido previstos; e) retornar à Unidade Clínica na data, 
horário e locais combinados, para realização da consulta e exames de alta, 
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independentemente de haver sido interrompida sua participação no estudo ou 
de sua desistência. 
 
POSSÍVEIS RISCOS E DESCONFORTOS 
A administração por boca de ciprofibrato de maneira continuada pode 
causar reações como: cefaléia ("dor de cabeça"), vertigem ("sensação 
anormal ao movimentar a cabeça"), náuseas ("vontade de vomitar"), vômito, 
dor no estômago ("dor na barriga"), boca seca e diarréia. Entretanto o 
aparecimento de efeitos indesejáveis após administração em dose única de 
ciprofibrato tem menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos citados, a 
administração de qualquer medicamento pode causar reações imprevisíveis.  
 A retirada de sangue é um procedimento seguro e pode causar 
um leve desconforto, além de uma mancha roxa pequena no local da picada 
que frequentemente resolve sem maiores problemas. 
BENEFÍCIOS OU COMPENSAÇÕES 
A participação neste estudo, não tem objetivo de submetê-lo a um 
tratamento terapêutico. Consequentemente, não se espera que a participação 
no estudo traga qualquer benefício em função do tratamento.  
 
INTERCORRÊNCIAS (efeitos indesejáveis) 
Se você sofrer algum malefício em decorrência direta de sua 
participação no estudo, você receberá tratamento desta Instituição, sem 
qualquer custo. Não haverá, no entanto qualquer compensação de ordem 
financeira em função do ocorrido, a não ser que a condição faça jus da 
indenização prevista no seguro de vida em grupo. Contudo, ao assinar este 
termo, você não está renunciando qualquer direito legal que você possui. 
Durante o período de 180 dias a partir da data da assinatura deste 
termo e efetivação da internação, você estará segurado (seguro de vida em 
grupo). 
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RESSARCIMENTO 
De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 670,00 
[seiscentos e setenta reais]), os voluntários serão ressarcidos das despesas e 
tempo despendido na realização do supracitado estudo clínico após a 
consulta de alta. Caso desista ou seja, dispensado antes do estudo ser 
finalizado o voluntário receberá proporcionalmente ao tempo despendido, no 
final do estudo. O não comparecimento às coletas de sangue após a 
internação será motivo de dispensa do voluntário. Entende também que a 
desistência ou dispensa antes do comparecimento para a primeira internação 
não dá direito a ressarcimento. 
Caso você tenha sido convocado para o estudo na condição de 
"voluntários reserva" e seja dispensado da internação em função do 
comparecimento de número suficiente do conjunto de voluntários 
normalmente convocados, caberá a você o ressarcimento de R$ 50,00 
(cinquenta reais) por conta deste comparecimento, a ser quitado somente no 
encerramento do estudo. 
Estima-se que durante o período de participação no Estudo você terá 
como despesa apenas os gastos de deslocamento de sua residência ou 
trabalho até a Unidade Ambulatorial para a realização de exames e consultas, 
ou ao Hospital, nos dias de internação. Ainda deve ser previsto eventuais 
visitas posteriores para acompanhamento de eventos adversos. O 
ressarcimento destas despesas já está incluído no valor estabelecido no item 
acima. 
 
PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 
Sua participação é voluntária e você tem a liberdade de desistir ou 
interromper a participação neste estudo no momento que desejar. Neste caso, 
você deve informar imediatamente sua decisão ao pesquisador ou a um 
membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer explicação e sem que 
isto venha interferir no seu atendimento médico nesta Instituição. 
Obteve todas as informações e esclarecimentos necessários para 
poder decidir conscientemente sobre a participação no referido ensaio clínico. 
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Independente de seu desejo e consentimento, sua participação no 
ensaio clínico poderá ser interrompida, em função a) da ocorrência de 
eventos adversos; b) da ocorrência de qualquer doença que, a critério 
médico, prejudique a continuação de sua participação no estudo; c) do não 
cumprimento das normas estabelecidas; d) de qualquer outro motivo que, a 
critério médico, seja do interesse de seu próprio bem estar ou dos demais 
participantes; e) da suspensão do Estudo como um todo. 
O Centro de Bioequivalência o manterá informado, em tempo oportuno, 
sempre que houver alguma informação adicional que possa influenciar seu 
desejo de continuar participando no estudo e prestará qualquer tipo de 
esclarecimento em relação ao progresso da pesquisa, conforme sua 
solicitação. 
A interrupção não causará prejuízo ao seu atendimento, cuidado e 
tratamento pela equipe do Centro de Bioequivalência. 
DIVULGAÇÃO DE INFORMAÇÕES QUANTO A PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 
Os registros que possam identificar sua identidade serão mantidos em 
sigilo, a não ser que haja obrigação legal de divulgação. O Centro de 
Bioequivalência não identificará o voluntário por ocasião da publicação dos 
resultados obtidos. 
Contudo, o(s) monitor (es) do Estudo, auditor(es), membros do Comitê 
de Ética e Pesquisa Clínica, ou autoridades do(s) órgão(s) governamentais 
envolvido(s) na fiscalização e acompanhamento do estudo terão direito de ter 
acesso aos registros originais de dados clínicos de sua pessoa, coletados 
durante a pesquisa, na extensão em que for permitido pela Lei e 
regulamentações aplicáveis, com o propósito de verificar os procedimentos e 
dados do ensaio, sem no entanto violar a condição de que tais informações 
são confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido, você está também autorizando tal acesso, mesmo se você se 
retirar do Estudo. 
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CONTATOS E PERGUNTAS 
Caso surja alguma intercorrência, deverá procurar o Centro de 
Bioequivalência (Fone (19) 3243 2767) e solicitar que o mesmo contate os 
médicos responsáveis pelo ensaio clínico ou então entrar em contato 
diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste Termo de 
Consentimento. 
Poderá contatar o Dr. Gilberto De Nucci, a Farmacêutica, Marinalva 
Sampaio, ou o Médico Atendente para receber informações adicionais, 
relacionadas à pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntário. 
Poderá contatar a Secretaria do Comitê em Pesquisas com Seres 
Humanos da Universidade Estadual de Campinas fone 19-3521-8936 para 
apresentar recursos ou reclamações em relação ao ensaio clínico. 
 
Se você concorda com o exposto acima leia e assine o documento 
abaixo: 
 
Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, após, tive nova oportunidade de 
fazer perguntas sobre o conteúdo do mesmo o também sobre o Estudo e 
recebi explicações que responderam por completo minhas dúvidas e reafirmo 
estar livre e espontaneamente decidindo participar do Estudo. 
Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que 
toda a informação que eu prestei, incluindo minha história médica, é 
verdadeira e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro estar 
recebendo uma cópia assinada deste documento. 
 
Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso às 
minhas informações, conforme explicitado anteriormente. 
 
Ao assinar este Termo de Consentimento eu não renunciei qualquer direito 
legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo. 
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NOME DO VOLUNTÁRIO DATA Assinatura 
   
PESSOA QUE ESTÁ OBTENDO O 
TERMO DE CONSENTIMENTO 
DATA Assinatura 
   
TESTEMUNHA 
(Somente necessário se o 
voluntário não souber ler) 
 
 
DATA 
 
Assinatura 
TELEFONES PARA CONTATO 
Dr. GILBERTO DE NUCCI 
Residência: (19) 3251-6928 e  
Celular: (19) 9178-8879 / 8139-7522 
Clínica: (19) 3243-2767
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7.3. Anexo 3. Tabela de Aleatorização 
Número do estudo: GDN 003/09 Data: 2-Feb-09 
Voluntários Sexo Número de sequência Período 1 Período 2 
1 M 2 T R 
2 M 1 R T 
3 M 2 T R 
4 M 1 R T 
5 M 1 R T 
6 M 2 T R 
7 M 1 R T 
8 M 2 T R 
9 M 2 T R 
10 M 1 R T 
11 M 2 T R 
12 M 1 R T 
13 M 1 R T 
14 M 2 T R 
15 F 1 R T 
16 F 2 T R 
17 F 2 T R 
18 F 1 R T 
19 F 2 T R 
20 F 1 R T 
21 F 2 T R 
22 F 1 R T 
23 F 2 T R 
24 F 1 R T 
25 F 1 R T 
26 F 2 T R 
27 F 1 R T 
28 F 2 T R 
Teste: Lipless [Ciprofibrato] – comprimido – 100mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda. 
Referência: Oroxadin [Ciprofibrato] – comprimido – 100mg; Sanofi-Aventis 
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7.4. Anexo 4. Registro de Eventos Adversos 
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7.5. Anexo 5. Outras Publicações Durante o Período de Doutorado 
Mendes GD, Mendes FD, Domingues CC, Oliveira RA, da Silva MA, Chen 
LS, Ilha JO, Fernandes CE, Nucci GD. Comparative bioavailability of three 
ibuprofen formulations in healthy human volunteers. Int J Clin Pharmacol Ther. 
2008; 46(6):309-18. 
To assess the bioequivalence of three ibuprofen formulations (Test 
formulation: ibuprofen (400mg capsule) manufactured by Cardinal Health 
Brasil 402 Ltda. (Sorocaba, Brazil) and licensed to Boehringer Ingelheim do 
Brasil Quim. e Farm. Ltda. (SA poundo Paulo, Brazil); Reference formulation 
(1): ibuprofen (AdvilA(R); 2 A 200mg coated tablet) from Wyeth-Whitehall Ltda. 
(Itapevi, Brazil); Reference formulation (2): ibuprofen (AliviumA; 8ml A 
50mg/ml solution) from Schering Plough S.A. (Rio de Janeiro, Brazil)) in 24 
healthy volunteers of both sexes. The study was conducted using an open, 
randomized, three-period crossover design with at least 5-day washout 
interval. Plasma samples were obtained over a 24-h period. Plasma ibuprofen 
concentrations were analyzed by liquid chromatography coupled to tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS) with negative ion electrospray ionization 
using multiple reactions monitoring (MRM). The following pharmacokinetic 
parameters were obtained from the ibuprofen plasma concentration vs. time 
curves: AUC (last), AUC(trunctmax), AUC (inf) and C(max). The limit of 
quantification for ibuprofen was 0.1microg A ml(1). The geometric mean with 
corresponding 90% confidence interval (CI) for Test/Reference (1) percent 
ratios were 114.24% (90% CI = 105.67, 123.50%) for C (max), 98.97% (90% 
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CI = 94.69, 103.44%) for AUC (last) and 99.40% (90% CI = 95.21, 103.78%) 
for AUC (inf). The geometric mean and respective 90% confidence interval 
(CI) for Test/Reference (2) percent ratios were 108.38% (90% CI = 100.19, 
117.25%) for C(max), 100.79% (90% CI = 96.39, 105.40%) for AUC(last) and 
101.26% (90% CI = 96.94, 105.77%) for AUC (inf); t(max) for the 400mg Test 
capsule was shorter than that for the 2 A 200mg Reference (1) tablets (p < 0.002). 
Conclusion: Since the 90% CI for AUC (last), AUC (inf) and Cmax ratios were 
within the 80% - 125% interval proposed by the US FDA, it was concluded that 
ibuprofen formulation manufactured by Cardinal Health Brasil 402 Ltda. and 
licensed to Boehringer Ingelheim do Brasil Quim. e Farm. Ltda. is 
bioequivalent to the AdvilA and AliviumA formulations with regard to both the 
rate and the extent of absorption. 
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Mendes FD, Patni AK, Reyer S, Monif T, Moreira LD, Ilha JO, Mendes GD, De 
Nucci G. Comparative bioavailability study with two pantoprazole delayed-
released tablet formulations administered with and without food in healthy 
subjects. Arzneimittelforschung 2008; 58(3):141-8. 
Objective: To assess the comparative bioavailability of two formulations (40 
mg delayed-released [DR] tablet; test and reference) of pantoprazole (CAS 
102625-70-7) in healthy volunteers of both sexes, with and without food. 
Methods: The study was conducted using an open, randomized, two-period 
crossover design with a 1-week washout interval, in two groups, with and 
without food. Plasma samples were obtained for up to 24 h post dose. Plasma 
pantoprazole concentrations were analyzed by liquid chromatography coupled 
to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with positive ion electrospray 
ionization using multiple reactions monitoring (MRM). From the pantoprazole 
plasma concentration vs. time curves, the pharmacokinetic parameters 
AUC(last) and C(max) were obtained, with and without food. Results: The 
limit of quantification was 5ng/mL for plasma pantoprazole analysis. The 
geometric mean and 90% confidence interval CI of test/reference percent 
ratios were, without and with food, respectively: 104.6540% (90.8616%-
120.5401%) and 99.9708% (90.9987%-109.8275%) for C (max), 95.6634% 
(85.2675%-107.3267%) and 89.3500% (83.6630%-95.4237%) for AUC (last). 
Conclusion: Since the 90% CI for AUC(last) and C(max) ratios were within 
the 80%-125% interval proposed by the US FDA, it was concluded that 
pantoprazole 40mg DR tablet (test formulation) with and without food was 
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bioequivalent to the reference 40mg DR tablet for both the rate and extent of 
absorption. 
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da Silva MA, Mendes FD, de Oliveira RA, Monif T, Patni A, Reyar S, Mendes 
GD, De Nucci G. Comparative bioavailability study with two chlorpropamide 
tablet formulations in healthy volunteers. Arzneimittelforschung 2007; 
57(9):591-8.  
Objective: The aim of this study was the assessment of the bioequivalence of 
two formulations (250 mg tablet) of chlorpropamide (CAS 94-20-2) in 36 
healthy volunteers of both sexes. Methods: The study was conducted using 
an open, randomized, two-period crossover design with a 3-week washout 
interval. Plasma samples were obtained over a 72-h period. Plasma 
chlorpropamide concentrations were analyzed by liquid chromatography 
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with positive ion 
electrospray ionization using multiple reactions monitoring (MRM). From the 
chlorpropamide plasma concentration vs time curves, the following 
pharmacokinetic parameters were obtained: AUC (0-72h), AUC (inf) and 
C(max). Results: The limit of quantification was 0.1microg/mL for plasma 
chlorpropamide analysis. The geometric mean and respective 90 % 
confidence interval (CI) of Test/ Reference percent ratios were 93.99% 
(87.11%-101.41%) for C (max), 92.45% (85.96%-99.44%) for AUC (0-72h) 
and 90.30% (83.35%-97.82%) for AUC (0-inf). Conclusion: Since the 90 % CI 
for AUC(0-72h), AUC(0-inf) and C(max) ratios were within the 80-125%interval 
proposed by the US FDA, it was concluded that chlorpropamide 250mg tablet 
(test formulation) was bioequivalent to the reference 250mg tablet for of both 
the rate and extent of absorption. 
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da Silva MA, Mendes FD, de Oliveira RA, Monif T, Patni A, Reyar S, Mendes 
GD, De Nucci G. Comparative bioavailability study with two chlorpropamide 
tablet formulations in healthy volunteers. Arzneimittelforschung 2007; 
57(9):591-8.  
Objective: The aim of this study was the assessment of the bioequivalence of 
two formulations (250mg tablet) of chlorpropamide (CAS 94-20-2) in 36 
healthy volunteers of both sexes. Methods: The study was conducted using 
an open, randomized, two-period crossover design with a 3-week washout 
interval. Plasma samples were obtained over a 72-h period. Plasma 
chlorpropamide concentrations were analyzed by liquid chromatography 
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with positive ion 
electrospray ionization using multiple reactions monitoring (MRM). From the 
chlorpropamide plasma concentration vs time curves, the following 
pharmacokinetic parameters were obtained: AUC (0-72h), AUC (inf) and 
C(max). Results: The limit of quantification was 0.1microg/mL for plasma 
chlorpropamide analysis. The geometric mean and respective 90% confidence 
interval (CI) of Test/ Reference percent ratios were 93.99% (87.11%-101.41%) 
for C (max), 92.45% (85.96%-99.44%) for AUC (0-72h) and 90.30% (83.35%-
97.82%) for AUC(0-inf). Conclusion: Since the 90% CI for AUC(0-72h), AUC 
(0-inf) and C (max) ratios were within the 80%-125% interval proposed by the 
US FDA, it was concluded that chlorpropamide 250mg tablet (test formulation) 
was bioequivalent to the reference 250mg tablet for of both the rate and extent 
of absorption. 
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Mendes GD, Moreira LD, Pereira Ados S, Borges A, Yui F, Mendes FD, de 
Nucci G. A bioequivalence study of gliclazide based on quantification by high-
performance liquid chromatography coupled with electrospray tandem mass 
spectrometry. Int J Clin Pharmacol Ther 2007; 45(3):175-85. 
Objective: The aim of this study was to evaluate, in human volunteers, the 
performance of one gliclazide tablet formulation (gliclazide 80mg tablet from 
EMS Indústria Farmacêutica Ltda.) against two reference gliclazide tablet 
formulations (Diamicron 80mg tablet from Servier do Brazil Ltda. and 
Diamicron 80mg tablet from Servier (Ireland) Industries Limited). Methods: 
The study had an open, randomized, three-period crossover design with a 
one-week washout interval between doses. The samples were obtained over a 
48-h interval after each oral administration of gliclazide. The samples were 
extracted from plasma using diethylether: hexane (80: 20, v/v) and the extracts 
were analyzed by high-performance liquid chromatography coupled with 
electrospray tandem mass spectrometry (HPLC-MS/ MS). Chromatography 
was performed isocratically using a Jones Chromatography Genesis C8 120A 
4u. The method had a chromatographic run-time of 2.5min and a calibration 
curve of the range of 0.02- 10 microg x ml(-1) (r(2) > 0.9993). The limit of 
quantification was 0.02 microg x ml(-1). RESULTS: The geometric mean and 
90% confidence intervals (CI) for the Gliclazide/Diamicron (Ireland) ratio were 
588.68% (90% CI= 491.16, 705.58%) for AUClast, 423.50% (90% CI = 
338.25, 530.23%) for AUCinf, and 1395.77% (90% CI= 1116.62, 1744.72%) 
for Cmax. The geometric mean and 90% confidence intervals (CI) for the 
Gliclazide/Diamicron (Brazil) ratio were 249.16% (90% CI = 207.96, 298.54%) 
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for AUClast, 249.16% (90% CI = 207.96 - 298.54%) for AUCinf, and 188.04% 
(90% CI - 151.72, 233.05%) for Cmax. CONCLUSION: Since the 90% CI for 
Cmax, AUClast and AUC(0-infinity) ratios were all outside the 125% interval 
proposed by the US Food and Drug Administration, we concluded that the 
gliclazide test formulation were not bioequivalent to either reference 
formulation. Interestingly, the pharmacokinetic parameters such as Cmax, 
AUClast of both reference formulations are compatible with neither the 
literature nor the profile of an immediate release formulation. In addition, both 
reference formulations were not bioequivalent in themselves, indicating 
significant differences in reference product formulation. 
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Cavedal LE, Mendes FD, Domingues CC, Patni AK, Monif T, Reyar S, Pereira 
Ados S, Mendes GD, De Nucci G. Clonazepam quantification in human 
plasma by high-performance liquid chromatography coupled with electrospray 
tandem mass spectrometry in a bioequivalence study. J Mass Spectrom. 2007 
Jan;42(1):81-8. 
A rapid, sensitive and specific method for quantifying clonazepam in human 
plasma using diazepam as the internal standard (IS) is described. The analyte 
and the IS were extracted from plasma by liquid-liquid extraction using a 
hexane/diethylether (20: 80, v/v) solution. The extracts were analysed by high-
performance liquid chromatography coupled with electrospray tandem mass 
spectrometry (HPLC-MS-MS). Chromatography was performed on a Jones 
Genesis C8 4 microm analytical column (100 x 2.1 mm i.d.). The method had a 
chromatographic run time of 3.0 min and a linear calibration curve over the 
range 0.5-50ng/ml (r2 > 0.9965). The limit of quantification was 0.5ng/ml. This 
HPLC/MS/MS procedure was used to assess the bioequivalence of two 
clonazepam 2mg tablet formulations (clonazepam test formulation from 
Ranbaxy Laboratories Ltd and Rivotril from Roche Laboratórios Ltda as 
standard reference formulation). 
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7.6. Anexo 6. Pedido de Autorização à Revista para o Artigo ser Incluído 
na Tese 
Campinas, September 12, 2012. 
To the editor: 
This is to request for copyright release of the following article published in Journal of 
Chromatography B for purpose of including in my Ph.D. thesis dissertation: 
 
 
This thesis is for academic use only and it is not going to be used for commercial, 
advertising or promotion purposes. I am planning in making (15) copies of my thesis. One of this 
copies will be displayed in The University (Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, 
Campinas, SP, BRAZIL) library. In addition, an electronic version of the thesis will be made 
available at the University Thesis Database. 
I thank you very much in advance. 
Sincerely, 
Fabiana Duarte Mendes 
Adress Rua: Dr Fernando Fernandes Duarte de Souza, 59 apto 41 Torre 2 
Campinas/SP. Brazil. CEP13087-726 
E-mail: mendesfd@gmail.com 
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7.7. Anexo 7. Autorização da Revista para o Trabalho ser incluído na 
Tese 
-------- Forwarded message ---------- 
From: EP Support <support@elsevier.com> 
Date: 2012/9/13 
Subject: Authorization/PhD thesis [Reference: 120913-000413] 
To: mendesfd@gmail.com 
 
Subject 
--------------------------------------------------------------- 
Authorization/PhD thesis 
 
Discussion 
--------------------------------------------------------------- 
Response Via Email(Jessrael Genesis) - 13/09/2012 10.49 AM 
 
Dear Dr Mendes, 
 
Thank you for your e-mail. 
 
As an author, you retain rights for a large number of author uses, including use by your employing 
institute or company. These rights are retained and permitted without the need to obtain specific 
permission from Elsevier. 
 
- The right to include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to be 
published commercially). 
 
Further information about "WHAT RIGHTS DO I RETAIN AS AN AUTHOR? ", you may find 
Elsevier Customer Support solution useful using: 
http://support.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/565 
 
Please ensure that the reference number remains in the subject line when responding to this email. 
 
Why not also visit our self-help site at http://support.elsevier.com? Here you can find FAQs, online 
tutorials and instructions relating to manuscript submissions and articles in production. You will also 
find 24/7 support contact details, including live chat, should you require further assistance. 
 
Kind regards, 
 
Jessrael Genesis 
EP Customer Support 
 
............................................................... 
Customer By Email (Fabiana Duarte Mendes) - 13/09/2012 02.59 AM 
 
Dear Editors, good morning: 
 
Attached authorization request for inclusion in the magazine article on my 
PhD thesis. 
Please confirm receipt of email. 
I look forward to returning. 
Thank fully, Fabiana Mendes Duarte. 
 
==================== application File Attachment ==================== 
autorização da revista.docx, 147595 bytes, added to incident 
